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能予後が改善することが、複数の RCT により示された 1-3。欧米で行われた RCT で
は、tPA0.9mg/kg静脈投与により、3ヶ月後の予後良好群が有意に高かった。本邦に
おいても、日本人における tPA0.6mg/kg 投与の、有効性および安全性が報告され、
2005 年に発症 3 時間以内の tPA 静注療法が承認された 4。有効な治療手立てのなか
った本疾病に対して、エビデンスの確立した新たな時代の幕開けとなった。一方、








られるものは限られており、十分な再開通率といえない状況であった 6。2015 年 tPA
静注療法と比較した前方循環のカテーテル血栓回収術併用療法の有効性が、相次い


































るということが、後ろ向きおよび前向き研究により報告された 21-23 ことを受けて、 
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1-3 ナノ粒子化活性酸素消去剤（Radical containing nanoparticles ; RNP） 
TEMPOLの種々の問題点を克服するため、TEMPOLを含有するナノ粒子を開
発した(Radical containing nanoparticles ; RNP)。本薬剤は、親水性のポリエチレングリ
コール部分と、4-amino TEMPO を側鎖に有する疎水性のポリスチレン部分の繰り返
し構造からなるブロック共重合体である（NO radical (4-amino-TEMPO)-containing 
polymer (PEG-b-poly [4-(2,2,6,6-tetramethylpiperidine-1-oxyl) aminomethylstyrene] [PEG-
b-PMNT])。このポリマーは、水溶液中で自己集積化して、RNP が形成される 29, 30。
ラジカルである TEMPOLが、ナノ粒子内にステルス化されることにより、細網内皮
系の貪食が抑制される。それに伴い、RNP の生体内での半減期は TEMPOLの半減期
よりも 60 倍(15 分)に延長し、その毒性も TEMPOL より軽減された。さらに、RNP


















































第 3章 研究の方法 




C57BL/6J マウス（♂、6–7週齢、体重 20–25 g)を使用した（Charles River, 
Japan より購入）。マウス一過性中大脳動脈閉塞モデルは、これまでに報告されてい
る方法を参照して作成した 34,35。以下、そのプロトコールを簡潔に記述する。まず












3-2  RNP (Radical containing nanoparticle)の作製と経頚動脈投与 
pH応答性の有する RNP は、ブロック共重合体 PEG-b-PMNT(poly(ethylene glycol)-
b-poly(methylstyrene) (PEG-b-PMS) block copolymer, covalently conjugated to 4-amino-
2,2,6,6-tetramethylpiperidine-N-oxyl (amino-TEMPO))より作成した。PEG-b-PMNT は水
溶液中で、透析膜を用いた手法で自己集積しコアシェルミセルを形成する 29,30。 RNP
の平均粒子径およびゼータ電位を、Zetasizer Nano (Malvern Instruments)を用いて測定
した。平均粒子径は 33±6 nm であった。またゼータ電位は−0.15 mVであり、PMNT
のアミノ基部分が PEGシェル内に含有されていることが確認できた。 
RNP (9 mg/kg, 1 mg/mL溶液)を、再灌流 20分後、総頚動脈切開部より、PE10ポリ
エチレンチューブを用いて、ゆっくりと 1 分以上かけて動脈投与を行った。コント
ロールとして、同量の PBS(phosphate-buffered saline)を投与した群を用意した。 
本実験に先立って、動脈投与における適切な RNP 投与量の検討を行った。投与量
を 27、18、9、0.9mg/kgと 5群に振り分けた（それぞれの投与量において、投与する
RNP の濃度は 10、3、2、1、0.1mg/mL とした）。それぞれの群における再灌流後 24
時間時点での、神経症状を評価し、sacrifice して、脳梗塞体積を測定した（神経症状
評価方法、および脳梗塞評価方法の詳細については 3-4参照）。それぞれの群におけ




究において、RNP の至適動脈投与量として 9mg/kg(1mg/mL溶液)に決定した。  






して実験を行った 36,37。以下、簡潔に方法を述べる。PBS で溶解した 2% EB溶液を
4 mL/kg を薬剤の動脈投与 30分後に腹腔投与した（PBS 投与群, n=9 ;  RNP 投与
群, n=9)。EB投与 24 時間後にペントバルビタール 40mg/kgを腹腔投与して sacrifice
したのち、血中に残存する EBを wash out する目的で、PBS を経左心に全身潅流し
た。その後、右側虚血脳を摘出した。虚血脳の重量を計測し、1mL50% トリクロ
ロ酢酸を添加して、ホモジナイズした。遠心分離したのち、その上清の 620nm 吸
光度を吸光光度計 (Mithras LB 940, BERTHOLD technologies GmbH & Co. KG) を用
いて測定し、標準曲線に従って、EB血管外への漏出量を定量評価した。結果は、






tMCAOモデルを、PBS 投与群（n=13）、RNP 投与群(n=10)の 2群に分けて、 再灌
流 24 時間後に神経所見を評価したのち sacrifice した。PBS で経左心潅流したのち、
脳を摘出、イソペンタンで急速凍結させ、標本作成までの間は、-80℃のフリーザ―
で保存した。脳標本は、Tissue-Tek O.C.T compound (Sakura Finetek Japan)で包埋し、
冠状断 10µm 厚でクリオスタットを用いて凍結切片を作成した。凍結切片は、4％パ
ラホルムアルデヒド(PFA)で固定し、クレシルバイオレット染色した。脳梗塞体積は、





1=一貫しない対側へ回旋運動；尾を持ち上げたとき対側へねじる動き 50％未満   
2=一貫した対側へ回旋運動；尾を持ち上げたとき対側へねじる動き 50％以上 
3=一貫して迅速な回旋運動；尾を持ち上げたとき対側へねじる状態 1-2秒維持 





3-5蛍光免疫染色による Rh 添加 RNP(Rh-RNP)の脳虚血巣内への分布の検討 
TEMPO を含有した RNP を動脈投与したあと、虚血脳においてどのように分布し
ているかを検討するため、Rh(rhodamine)添加 RNP(Rh-RNP)を用いて実験を行った。
Rh-RNPは、自己集積化させる前のブロック共重合体に rhodamine-NHSを添加して、
作成した。得られた Rh-RNP を tMCAO モデルおよび sham サンプル(同様の手順で
モデルを作成、塞栓糸を挿入しなかったサンプル)に経頚動脈投与し、再灌流 3時間
後に sacrifice し、脳を摘出した。Bregma のスライスにおいて冠状断の凍結切片で、
蛍光免疫染色を行った。4％PFA で固定し、2 回 PBS で洗浄、1%ウシ血清アルブミ
ンを含む PBS 中に混和した 1次抗体で、4℃一晩 incubation した。用いた一次抗体は
以下のとおりである。ラットポリクローナル抗 CD31 抗体 (1:100; #550274; BD 
Bioscience)、マウスモノクローナル抗 rhodamine 抗体(1:500; ab9093; Abcam)、ウサギ
モノクローナル抗NeuN 抗体(1:500; ab9093; Abcam)である。一次抗体で incubation後、
PBS で洗浄し、適切な Alexa Fluor 二次抗体(1:400; Invitrogen) で 60 分室温にて
incubation した。DAPI 含有水性封入材(mounting medium containing 4′,6-diamidino-2-
phenylindole (#SCR-38448, Dianova GmbH))を用いて、カバーガラスで封入し、蛍光顕






tMCAOモデル、再灌流 24時間後、PBS 投与群( n=7)、RNP 投与群( n=7)の 2群の
サンプルを用いた。PBS 全身潅流し、脳を摘出した。スーパーオキサイド産生を評
価する目的で、凍結切片を 10µmol/L ジヒドロエチジウム(#D1168, Thermo Fisher 
Scientific)で、30 分 37℃にて、染色した。ジヒドロエチジウムの incubation ののち、
抗 NeuN 抗体 (1:200; MAB377, MILLIPORE) で incubation し、その後、適切な二次




れにおいて、ランダムに 5 視野ずつ抽出し、蛍光強度の合計を算出、2 群で比較し
た。 
 
3-7  蛍光免疫染色によるアポトーシス細胞の測定 
再灌流後 24時間サンプル、前述と同様の方法で凍結切作成した。PBS投与群(n=7)、
RNP 投与群(n=7)の 2 群のサンプルを用いた。アポトーシス細胞の検出のため、
TUNEL(terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated deoxyuridine triphosphate nick end-
labeling)染色を行った。in situ cell death detection kit (POD, #1 684 847, Roche Life 
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Science)を用いた。PFA で固定したのち、0.3% Triton X100で pre-permeabilization し、
TUNEL反応溶液で 37℃、60分 incubation した。その後、マウス抗 NeuN抗体(1:200; 
MAB377, MILLIPORE)を 1%ウシ血清アルブミン含有 PBS 中で 4℃一晩 incubation し
た。一次抗体の incubation後、適切な二次抗体 (Alexa Fluor 555; Invitrogen)で incubation
し、蛍光顕微鏡で観察した。TUNEL陽性細胞は、488nm で励起し、507nm の緑色蛍
光として観察される。TUNEL陽性細胞および、TUNEL-NeuN陽性細胞(TUNEL陽性
神経細胞)を 400 倍視野で観察し、脳梗塞周辺領域(Peri-infarction area)および中心領







晩 incubation した。ラットポリクローナル抗 CD31 抗体  (1:100; #550274; BD 
Bioscience)、マウス抗オクルディン抗体 (1:100: #33-1500; Thermo Scientific)、マウス
モノクローナル抗  8-hydroxy-deoxyguanosine (8-OHdG) 抗体 (1:100; #MOG-020P, 
Japan Institute for the Control of Aging)である。 一次抗体の incubation 後、適切な Alexa 
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Fluor二次抗体(1:400; Invitrogen)で incubationし、DAPI含有封入剤を用いて封入した。 
CD31 により検出される血管面積、オクルディンおよび 8-OHdG の蛍光強度を測
定した。いずれも、これまでと同様に、脳梗塞周辺領域(Peri-infarction area)および中
心領域(Ischemic core area)で 400倍視野、それぞれ 5領域を抽出して解析した。結果
は、血管領域の合計 (µm2/mm2)および蛍光強度の合計値として記載した。 
 
3-9  電子スピン共鳴法（EPR；Electron paramagnetic resonance）を用いた虚血脳
活性酸素種消去活性の測定 
 電子スピン共鳴法(EPR ; Electron paramagnetic resonance)による、MULTIS 法(Multiple 
free radical scavenging capacities)を用い、虚血脳活性酸素主消去活性を計測した 39,40。
計測した活性酸素種は、スーパーオキサイド（superoxide (O2.-)）、 ヒドロキシラジカ
ル(hydroxyl radical (.OH))、脂質アルコキシルラジカル( alkoxyl radical (RO.))、 および
脂質ペルオキシラジカル(alkyl peroxy radical (ROO.))の 4種類である。 
PBS 投与群(n=7)、RNP 投与群(n=7)の 2 群の tMCAO モデルを、再灌流 24 時間後






実験室で合成した（照射は RUVF-203SR UV illuminator; Radical Research Inc, Tokyo, 
Japan を使用)。EPR スピントラップ剤として CYPMPO（5-(2,2-Dimethyl-1,3-




















用いて行った。連続変数に関しては Student’s t-test を、ノンパラメトリックデータに

















第 4章 結果 
4-1 RNPは虚血半球における BBB損傷を抑制した 
血液脳関門(BBB)損傷を、虚血脳における EBの血管外漏出量を計測することで検
討した。RNP 動脈投与した tMCAO モデルは、PBS 群と比較して、中大脳動脈閉塞
に起因して生じる EB の血管外漏出量が有意に少なかった（図 2A-B）。虚血半球あ
たりの EB 漏出量(µg/g)は、PBS 群で 18.17±5.20µg/g、RNP 群で 7.89±2.83 µg/g で
あった(p<0.001)。  
 
4-2  RNP 動脈投与により tMCAO モデルにおいて神経症状軽減および脳梗塞体積
を縮小させた 










神経所見は、同様に RNP 投与群において、PBS 投与群と比較して有意に軽症で
あった (p<0.01, 図 2C)。また、クレシルバイオレットを用いた Nissle 染色
で、%Infarction volume を算出し、2群で比較したところ、RNP 投与群において、PBS
投与群と比較して、有意に脳梗塞領域が小さかった (図 2D)。%Infarction volume は、 
PBS 投与群で 75.56±13.96%、RNP 投与群で 52.80±9.37% であった。(p<0.01, 図 2D-
2)。 
 
4-3  再灌流 3時間後における Rh-RNPの分布 
蛍光免疫染色法により、虚血脳における Rh-RNP の分布を評価した。図 3A および
3B は、Bregma のスライスにおける、中大脳動脈皮質枝領域の蛍光顕微鏡像である 
(400 倍視野、図 3A; 1000 倍視野、図 3B)。青、赤、緑の蛍光は、それぞれ CD31、
NeuN、(抗)Rhodamineを示している。脳組織における RNPの脳組織への分布を検証、





まわりに分布していることが、観察された (図 3A-2, 4 、図 3B-2, 4)。一方、 
23 
 
(抗)Rhodamineは Sham サンプルの右中大脳動脈領域(図 3C)および、PBS コントロー
ルサンプル(図 3D)においては、検出されなかった。(抗)Rhodamine の蛍光強度を算出
した。Rh-RNP を投与した tMCAO モデルのサンプル、Rh-RNP を投与した Sham サ
ンプル、PBS コントロールサンプルそれぞれにおける Rhodamine の蛍光強度は、そ
れぞれ 10、 0.98、0.05 (arbitrary units)であった (微小血管内ではそれぞれ 4.11、 0.49、
0.03 / 血管外においては 5.89、 0.49、0.02)。 これらの結果から、RNP が虚血脳にお
いて、BBBを通過して、血管外領域へ集積していることを示していると考えらえた。 
 
4-4  RNPはスーパーオキシドアニオンの生成および酸化 DNA損傷を抑制した 
  ジヒドロエチジウム染色を用いて、虚血脳におけるスーパーオキサイドアニオン
の生成レベルについて評価した。図 4A は蛍光顕微鏡像であり、赤がエチジウムブ
ロマイド、緑が NeuN を示している。スーパーオキサイドアニオンは、主に PBS 投
与群の神経細胞において生成されており、RNP 投与群においてはそれが抑制されて
いた。エチジウムブロマイドの蛍光強度は RNP 投与群で有意に弱く、RNP 動脈投与
により、脳梗塞周辺領域(Peri-infarction area)および中心領域(Ischemic core area)いずれ
においても低かった(脳梗塞周辺領域 p<0.05、中心領域 p<0.01；図 4B)。また、8-OHdG
染色により DAN 酸化損傷についても評価した。ジヒドロエチジウム染色と同様に、






4-5  RNPは虚血脳におけるアポトーシスを抑制した 





細胞; p<0.01;PBS 投与群 355.51±124.11cells/mm2 ・RNP 投与群 149.95±60.04 cells/mm2  
図 5A-B; TUNEL陽性神経細胞、p<0.01;PBS 投与群 218.70±38.40 cells/mm2 RNP 投与
群 67.13±25.03 cells/mm2 図 5C-D)。 また、脳梗塞中心領域においては、RNP 投与群
においてアポトーシス細胞は有意に少なかったが、アポトーシス神経細胞は 2 群間
で有意差はなかった(TUNEL 陽性細胞, p<0.05, PBS 投与群 344.99±120.72 cells/mm2 
RNP 投与群 214.25±92.36 cells/mm2 図 5A-B; TUNEL 陽性神経細胞 p=0.057, PBS 投





4-6  RNP脳微小血管およびタイトジャンクション障害を抑制した 
  RNP による脳微小血管保護およい血液脳関門の保護効果を評価するため、
CD31(内皮細胞マーカー)およびオクルディン(タイトジャンクション)を、蛍光免疫






辺領域(Peri-infarction area)においても、中心領域(Ischemic core area)においても、RNP
投与群において、有意に残存していた（Peri-infarction area, p<0.001、Ischemic core area, 
p<0.01、図 6B)。また、オクルディンの発現も同様に、脳梗塞周辺領域(Peri-infarction 
area)および中心領域(Ischemic core area)で、RNP 投与群において、有意に残存してい







4-7  RNPは複数種の活性酸素消去能を改善した 
脳ホモジネートサンプルの、活性酸素消去活性を、MULTIS 法を用いて評価した。





4.90±2.31 mM-GSHeq、RNP 投与群で 9.80±3.46 mM-GSHeq (p<0.05)。脂質アルコキ
シラジカルは、PBS 投与群 で 25.62±8.47 mM-TROLOXeq、 RNP 投与群で 26.49±6.08 
mM-TROLOXeq  (p=0.83) 。脂質ペルオキシラジカルは、 PBS 投与群で
422.84±395.91µM-α-LAeq、RNP 投与群で 1005.45±339.47 µM-α-LAeq (p<0.05)。スー




















効果を報告している 31。なお、この 90mg/kg という投与量は LD50 (600–1200mg/kg)の
































ということに影響を与える 48-50。 Cabral らは浸透性の乏しい腫瘍に対しても、50nm
よりも小さい粒子は腫瘍内へデリバリーが可能であることを報告している 49,50。RNP
の平均粒子径は 30nm であり、これまで脳虚血再灌流障害に対する治療効果を検証
されている他のナノ粒子と比べてもより小さい粒子径である 51,52。  
 













を通過し、虚血脳にとどまって、活性酸素種を捕捉、効果的に Neurovascular unit 保
護効果を発揮すると考えられた。 
 
5-4 RNPによる Neurovascular Unit保護効果と活性酸素種消去能について 
RNP の動脈投与治療により、RNP は血液脳関門を通過、脳実質へ分布し、虚血
脳における活性酸素種の発生および DNA 酸化損傷を軽減させた。また、RNP は虚
血脳において、活性酸素種を消去し、アポトーシス、血管内皮損傷を抑制した。虚
血再灌流障害から Neurovascular Unit の保護効果により、脳梗塞サイズの縮小、神経































流後 24 から 72 時間といったタイミングで生ずる炎症反応が、血液脳関門損傷や血
管原性浮腫に関与するといわれている 60。亜急性期における治療効果については、
今後の研究課題と考えている。二つ目に、60分という therapeutic time window でのみ
の検証であったことである。実際の臨床現場においては、様々な状況が想定される
ため、より長い therapeutic time window での効果についても検討する必要がある。三
つめに、本研究においては、RNP が虚血能にどのように分布しているかを検証した
が、この分布した RNP が時間の経過でどのように変化していくかということについ




















































第 8章 表 
表 1 
UV; ultra violet (300-400nm)   VL; visual light (500-600nm)  
AAPH; 2.2’-azobis-2-methyl-propanimidamide, dihydrochloride,  
tBHP; tert-butyl hydroperoxide  








Free radial Spin trap Precursor/Sensitizer UV/VL Irradiation time Proportion of sample 
・OH CYPMPO H2O2 10mM UV 5s 1.7% 
O2・-  CYPMPO Riboflavin 20µM VL 60s 3.4% 
RO・ CYPMPO AAPH 10mM UV 5s 3.4% 
















Heart rate (bpm) pre-surgery 356.3±32.2 344.6±23.2 N.S. 
 3h after reperfusion 378.8±21.5 374.6±36.0 N.S. 
Respiratory rate (/min) pre-surgery 191.8±26.3 192.8±19.5 N.S. 
 3h after reperfusion 199.5±29.1 200.7±24.7 N.S. 
Blood sugar  (mg/dl) pre-surgery 122.5±6.9 127.3±7.4 N.S. 
 3h after reperfusion 287.3±57.2 291.3±35.6 N.S. 
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第 9章 図の説明  
図 1  RNP動脈投与量における治療効果の違い 
 (A) 各投与量における神経症状 (B) 各投与量における% infarction volume 
*p<0.05, **p<0.01. 
 
図 2  RNP動脈投与により血液脳関門障害、神経症状の軽減、脳梗塞体積を縮小さ
せた 
 (A) 再灌流 24 時間後の虚血脳への EB 漏出 (B) EB の血管外漏出量の定量評価。 
EB漏出量は µg/g(半球)で記載 各群；n=9 (C) PBS 群および RNP群における Nissle
染色写真  (D-1) 再灌流 24 時間後の神経症状 PBS 群；n=13、RNP 群；n=10    
(D-2) % infarction volume 各群；n=9  **p<0.01 
 
図 3  Rh-RNPは虚血脳に分布し、微小血管および血管外領域へ分布した 
中大脳動脈皮質領域の Rh-RNP 分布を免疫蛍光染色により評価 (青, CD31; 赤, 
NeuN; 緑, rhodamine; ピンク, DAPI). (A,B) Rh-RNP 投与ｔMCAOモデルの虚血側中
大脳動脈領域 倍率: A, 400 倍; B, 1000倍 (C) Rh-RNP を投与した Sham モデルの右
中大脳動脈領域  (D) PBS を投与した tMCAO モデルの虚血側中大脳動脈領域       
1, CD31; 2, NeuN; 3, (抗) rhodamine;4, Merge像  Bar=50 µm 
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図 4  RNPはスーパーオキサイドアニオン生成および DSA酸化損傷を抑制した  
スーパーオキサイドアニオン生成は、ジヒドロエチジウム染色により評価した。DNA
酸化損傷は、8-OHdG 染色により評価した。 (A) 蛍光顕微鏡像 エチジウムブロマ
イド (赤)、 NeuN (緑)  1・ 2；PBS 群 3・ 4；RNP 群  (1, 3: 脳梗塞周辺領域 peri-
infarction area; 2, 4: 脳梗塞中心領域 ischemic core) (B) 脳梗塞周辺領域および中心
領域の赤色蛍光強度  (C) 蛍光顕微鏡像 8-OHdG (赤). 1・2 ；PBS 群 3・4; RNP 群  
(1, 3: 脳梗塞周辺領域 2, 4: 脳梗塞中心領域). (D) 脳梗塞周辺領域および中心領域の
赤色蛍光強度 Bar=50µm 各群 n=7  DHE, dihydroethidium  *p<0.05, **p＜0.01. 
 
図 5 RNPは虚血脳におけるアポトーシスを抑制した  
脳梗塞領域におけるアポトーシス細胞の評価を TUNEL 染色により行った。 (A) 緑
蛍光は TUNEL陽性細胞を示す 1・2;PBS 群、3・4 ;RNP 群 (1 3: 脳梗塞周辺領域 peri-
infarction area; 2, 4; 脳梗塞中心領域 ischemic core)  (B) 脳梗塞周辺領域および中止
領域の TUNEL 陽性細胞陽性細胞数 (D) TUNEL-NeuN 2 重染色 赤色蛍光が神経細
胞を示す(NeuN)。アポトーシス神経細胞は、NeuNおよび TUNEL いずれも陽性の些
細胞である 1・2;PBS 群、3・4 ;RNP 群 (1 3: 脳梗塞周辺領域 peri-infarction area; 2, 4; 
脳梗塞中心領域 ischemic core) (D) 脳梗塞周辺領域およびちゅうしんりょういきおｎ  
TUNEL-NeuN陽性細胞の数 Bar=50 µm. 各群 n=7  
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*p<0.05, **p＜0.01; n.s., not significant. 
 
図 6 RNPによる微小血管およびオクルディン発現の保護 
(A) CD31 (1, 4: 緑)と occludin (2, 5: 赤) の蛍光顕微鏡像  3・6 Merged 像 
(B) 脳梗塞周辺領域および中心領域の CD31染色により示される血管領域 
(C) 脳梗塞周辺領域および中心領域の赤色の蛍光強度 (occludin 発現)  
 Bar=50 µm.  各群 n=7   *p<0.05, **p＜0.01, ***p<0.001. 
 
図 7  RNPは虚血脳の複数種に対する活性酸素種捕捉能を改善した  
再灌流 24時間後の虚血脳の活性酸素種捕捉能を MULTIS 法により評価した  
(A)ヒドロキシラジカル消去活性 単位;mM GSH equivalent.  (B) 脂質アルコキシ
ルラジカル消去活性 単位;mM Trolox equivalent. (C) 脂質ペルオキシラジカル消去
活性 単位;µM α-lipoic acid equivalence. (D) スーパーオキサイドアニオン消去活性 
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